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液相色谱-串联质谱法检测对虾中 T-2毒素的 

不确定度评定 
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摘  要: 目的  评定液相色谱-串联质谱检测对虾中 T-2毒素的不确定度。方法  样品经乙酸乙酯提取, 无水硫

酸钠脱水, 提取上清液氮气吹干后用 1 mL 0.1%甲酸的甲醇:水溶液(3:7, V:V)定容, 正己烷除脂。基质匹配法定

量。液相采用甲醇和 0.1%甲酸酸化的 5 mmol/L乙酸铵溶液梯度洗脱, 质谱采用电喷雾离子化方式下正离子的

选择离子监测模式对 T-2毒素的定量离子和定性离子进行监测。通过分析并计算检测过程中各不确定度分量得

到合成标准不确定度。结果  本方法检测 T-2毒素的合成标准不确定度为 0.739 μg/kg, 取置信概率 95%的扩展

不确定度为 1.5 μg/kg。所以, 试样中 T-2毒素的测量结果为: X=(12.7±1.5) μg/kg, k=2。结论  此检测方法使外

标法的定量结果更为真实有效, 方法不确定度的评定亦可为采用空白基质匹配法的现行相关检测方法的不确

定度评估提供参考。 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of T-2 toxin determination in prawns by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  Samples were extracted by ethyl acetate, 

dehydrated by sodium sulfate, concentrated upper layer by nitrogen, dissolved by 1 mL 0.1% formic acid in methyl 

alcohol:water (3:7, V:V), and degreased by hexane. The target compounds were quantified by matrix-matched 

calibration standard. The T-2 toxin was separated on a reversed phase using a gradient elution program of 0.1% 

formic acid methyl alcoholsolution and 0.1% formic acid in 5 mmol/L ammonium acetate. LC–MS/MS with selected 

reactions monitoring (SRM) was used, and the T-2 toxin was identified based upon the intensities of fragments. Then 

the combined standard uncertainty was determined by analyzing and calculating various measurements of 

uncertainties. Results  The relative combined standard uncertainty of this method was 0.739 μg/kg. The expanded 

uncertainty was 1.5 μg/kg when the fiducial probability was about 95%. So the measurement result of T-2 toxin in the 

sample was (12.7±1.5) μg/kg, k=2. Conclusion  This detection method makes the results of external standard 

method more realistic and effective. The evaluation method of measurement uncertainty in this article can also 

provide a reference for the correlation detection method which quantified by matrix-matched calibration standard. 

KEY WORDS: T-2 toxin; liquid chromatography-tandem mass spectrometry; prawn; uncertainty 
 
 

1  引  言 

T-2 毒素是由镰孢菌产生的真菌毒素, 具有三环骨架

的单端孢霉烷的母体结构, 属倍半萜烯类化合物。其化学

名称为 4,15-二乙酰氧基-8-(异戊酰氧基)-12,13-环氧单端

孢霉-9-烯-3-醇, 分子式为 C24H34O5, 分子量为 466.22[1]。

它是单端孢霉烯族毒素中毒性最强的一种[2-4], 被公认为

自然界中不可避免的真菌毒素[5]。南美白对虾中的 T-2毒

素的液质联用检测方法是近年来本团队建立的新的检测

方法 , 为了确定该方法的有效性和可靠性 , 对其进行不

确定度的评估十分必要。测量不确定度是表征合理地赋予

被测量之值的分散性, 与测量结果相联系的参数[6]。它是

度量结果可信度的重要指标[7,8]。对方法进行不确定度评

估可让分析人员在操作过程中密切注意产生不确定度主

要来源的因素 , 有方向地尽可能减小不确定度 , 从而使

结果更加真实有效[9]。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

TSQ Quantum Access三重四级杆液质联用仪(美国

Thermo Fisher公司);  XS205分析天平, 感量为 0.00001 

g(瑞士梅特勒 -托利多公司 ); 电子天平 , 感量为 0.01 

g(佛山市禅城区华天力电子天平厂); 10 mL容量瓶(A级); 

1 mL 可调移液器、100 μL 可调移液器、5 mL 分度吸量

管(A级); 10 mL 分度吸量管(A级)。 

T-2 毒素标准品 : Enzo, 纯度≥ 98%, 购于美国

Sigma 公司, 出厂编号为 ALX-630-101-M001。 

2.2  标准溶液的配制 

称取 1.00 mg T-2毒素标准品甲醇溶解, 置于 10 mL

容量瓶中甲醇定容, 得浓度为 0.1 mg/mL的标准储备液。

取 1 mL储备液于 10 mL容量瓶中甲醇定容, 得浓度为 10.0 

μg/mL的 T-2毒素标准中间溶液。分别移取 0.0、0.04、0.20、

0.40、0.80、2.00、4.00 mL标准中间溶液于 7个 10 mL容

量瓶, 甲醇定容到刻度, 得浓度为 0.00、0.04、0.20、0.40、

0.80、2.00、4.00 μg/mL的标准使用液。 

2.3  标准曲线绘制 

移取 100 μL 各浓度标准使用液于 7个空白样品中, 

然后按 2.4方法(无需加甲醇)处理后上机测定。 

2.4  样品处理 

将对虾去头去壳, 取肌肉部分绞碎并使其均质后称

取 2.00 g, 置于 50 mL 离心管中, 用 10 mL 分度吸量管

准确移取 10 mL乙酸乙酯加入其中, 然后移取 100 μL甲

醇加入待测样品中, 振荡 10 min(2000 r/min), 加入无水

硫酸钠 5~8 g, 振荡 5 min(2000 r/min), 离心 10 min(4000 

r/min)后用 5 mL分度吸量管准确移取上清液 5 mL, 40 ℃

条件下氮气吹干后用 1 mL含有 0.1%甲酸的甲醇:水溶液

(3:7, V:V)溶解, 加入 1 mL正己烷除脂, 离心除去上层后

过 0.22 μm滤膜。 

2.5  液相色谱质谱联用(LC-MS/MS)检测条件 

色谱柱: C18柱; 流动相: A: 甲醇 B: 5 mmol/L乙酸

铵溶液(含 0.1%甲酸), 梯度洗脱条件见表 1。 
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表 1  液相色谱梯度洗脱条件 
Table 1  Gradient elution condition of HPLC 

时间(min) A (%) B(%) 

0.00 20.0 80.0 

3.00 90.0 10.0 

5.00 90.0 10.0 

5.10 20.0 80.0 

8.00 20.0 80.0 

 

质谱采用 ESI+监测模式, 喷雾电压为 4500 V, 鞘气

压力为 35 au, 辅助气压为 15 au, 毛细管温度为 270 ℃, 

碰撞压为 1.5 mTorr。选择离子扫描监测模式(SRM)的定

性定量离子对为 484.20/215.00, 484.20/305.00。 

3  不确定度的分析与评定 

3.1  建立数学模型 

试样中 T-2毒素的含量表示为:  

1 2 3
1000

1000


   


c

X f f f
m  

其中:  

X——试样中 T-2毒素含量, μg/kg;  

c——试样溶液中 T-2毒素含量, ng;  

m——样品称样量, g;  

f1——重复性影响因子;  

f2——定量标准溶液影响因子;  

f3——仪器校准影响因子。 

合成标准不确定度为:  

2 2 2 2 2
1 2 3

( )
( ) ( ) ( ) ( ) ( )    

u X
u f u f u f u m u c

X
 

3.2  不确定度分量来源分析 

根据实验过程可知, 本实验的不确定度来源主要有: 

标准溶液配制引入的不确定度; 校准曲线拟合引入的不

确定度; 样品称量引入的不确定度; 样品前处理过程中

提取溶液体积引入的不确定度; 方法重复性引入的不确

定度和仪器定量校准引入的不确定度。 

3.3  分量不确定度的评定 

3.3.1  校准溶液配制过程引入的不确定度 

(1)所购买 T-2毒素标准物质引入的不确定度 

根据标准物质证书提供的 T-2毒素标准品的不确定

度为 0.2%(k=2), 可知 T-2毒素标准物质的相对标准不确

定度为:  

0.2%
0.001

2 100%
 

su  

(2)标准物质称量引入的不确定度 

称取 T-2毒素的质量为 0.00100 g, 所使用的电子分

析天平的最大允差为±0.00001 g, 按矩形分布考虑 [10], 

其产生的相对标准不确定度为:  

3
1

0.00001
( ) 5.77 10

3 0.00100
  

relu m  

(3)校准溶液配制过程中所使用玻璃量器引入的不

确定度 

标准溶液配制过程中使用玻璃量器所引入的不确

定度主要来源为: 量器校准引入的不确定度; 使用溶液

配制时温度与标准温度不一致引入的不确定度。 

①量器校准引入的不确定度 

标准溶液配制过程中, 所用到的玻璃量器为 8 个 A

级 10 mL 容量瓶, 根据常用玻璃量器检定规程[11]可知, 

其最大允差为±0.020 mL, 按其服从三角分布计算 , 可

知它的相对标准不确定度为:  

4
1

0.020
( ) 8.16 10

6 10
  

relu V  

②温度变化产生的不确定度 

实验室所使用的容量瓶均已在 20 ℃校准, 标准溶

液配制室实际温度为 23 ℃, 按多数研究者引用的体涨

系数法 [12-14], 甲醇的体积膨胀系数为 1.1×10-3/℃, 假设

其服从矩形分布, 则标准溶液配制过程中使用容量瓶由

温度变化引入的相对不确定度为:  

3
3

1
10 (23 20) 1.1 10

( ) 1.91 10
3 10


   

  
relu C  

由于 A 级 10 mL 容量瓶在校准溶液配制过程中共

使用了 8 次, 则校准溶液配制过程中所使用玻璃量器产

生的合成不确定度为:  

2 4 2 3 2 5
1( ) 8 (8.16 10 ) 8 (1.91 10 ) 3.45 10         u V  

(4)校准溶液配制过程中所使用移液器引入的不确

定度 

校准溶液配制过程移液器的使用引入的不确定度

的来源主要有两方面: 一是移液器的校准; 二是溶液由

温度变化引入的不确定度。按三角分布计算, 则 k= 6 , 

校准溶液由移液器校准带来的不确定度结果见表 2。 

 
表 2  移液器校准产生的不确定度 

Table 2  Uncertainty caused by pipettors calibration 

移取体积 使用次数 容量允差/% 相对标准不确定度 

1.00 mL 7 ±1.0 4.08×10-3 

0.80 mL 1 ±1.0 4.08×10-3 

0.40 mL 1 ±1.0 4.08×10-3 

0.20 mL 1 ±2.0 8.16×10-3 

40.0 μL 1 ±3.0 1.22×10-2 

 

校准溶液配制过程可调移液器的使用中由于温度

与标准温度的差异引入的相对标准不确定度为:  
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3
3

2
(23 20) 1.1 10

( ) 1.91 10
3


  

  relu C  

所以, 校准溶液配制过程中由于移液器的使用所产

生的合成不确定度为:  

2 3 2 3 2 2 2
2

3 2 4

( ) 9 (4.08 10 ) (8.16 10 ) (1.22 10 )

11 (1.91 10 ) 4.05 10

  

 

       

   

u V
 

(5)校准溶液配制过程的合成不确定度 

综上可见, 校准溶液配制过程中引入的不确定度为:  

2 2 2 2 2 4
1 1 2(P) (s) ( ) ( ) ( ) 4.74 10     rel relu u u m u V u V  

3.3.2  样品称量过程引入的不确定度 

称取试样质量为 2.00 g, 电子分析天平的最大允差

为±0.01 g, 按矩形分布 k= 3 计算样品称量过程引入的

相对标准不确定度为:  

30.01
( ) 2.89 10

3 2.00
  

relu m  

3.3.3  样品处理过程体积引入的不确定度 

本实验方法的提取过程涉及到溶剂定量提取和定

量浓缩, 所以样品处理过程引入不确定度的主要来源为: 

①加入提取试剂体积时 10 mL 分度吸量管和 100 μL 可

调移液器的校准及操作温度差; ②移取待浓缩溶液体积

时 5 mL 分度吸量管的校准及操作温度差; ③定容时 1 

mL可调移液器的校准及操作温度差。 

(1)加入提取试剂引入的不确定度 

10 mL分度吸量管的最大允差为±0.05 mL, 按三角

分布计算吸量管校准引入的相对标准不确定度为:  

3
3

0.05
( ) 2.04 10

6 10
  

relu V  

100 μL可调移液器的最大允差为±3.0%, 由其引入

的相对标准不确定度为:  

2
3

0.03
( ) 1.22 10

6
  relu V '  

乙酸乙酯的体积膨胀系数为 1.38×10-3/℃, 实验温

度为 23 ℃条件下所产生的不确定度为:  

3
3

3
(23 20) 1.38 10

( ) 2 4.78 10
3


  

   relu C  

提取试剂加入体积引入的不确定度合成为:  

2 2 2 2 2 4
3 3 3 3( ) ( ) ( ) ( ) 1.76 10    '

rel rel relu V u V u V u C  

(2)移取待浓缩溶液体积引入的不确定度 

5 mL 分度吸量管的最大允差为±0.025 mL, 参照

3.3.1 中(1)可知 , 移取待浓缩溶液体积引入的不确定度

合成为:  

 
2 22 2 2 3

4 4 4

6

0.025
( ) ( ) ( ) 2.39 10

6 5

9.87 10





        



rel relu V u V u C  

(3)定容体积引入的不确定度 

由表 2可知, 1 mL可调移液器量取液体体积为 1 mL

时, 由校准引入的相对标准不确定度为 4.08×10-3, 定容

溶剂为甲醇水溶液 , 水所占比例大于甲醇 , 而水的体积

膨胀系数 2.1×10-4/℃远小于甲醇的体积膨胀系数, 所以, 

以水的体积膨胀系数近似计算由温度差引入的不确定

度 , 假设其服从矩形分布 , 由定容体积引入的合成不确

定度为:  

 
2422 3 5

5
3 2.1 10

( ) 4.08 10 1.68 10
3


   

      
 

u V  

(4)样品前处理体积的合成不确定度 

2 2 2 2 4
3 4 5( ) ( ) ( ) ( ) 2.03 10    u c u V u V u V  

3.3.4  实验重复性引入的不确定度 

将样品独立重复测量 6 次, 得到样品中 T-2 毒素含

量结果见表 3。 

 
表 3  样品中 T-2 毒素重复性检测数据  

Table 3  Repeatability testing results of T-2 toxin in sample 

检测次数  1 2 3 4 5 6 

T-2 毒素含量
(μg/kg) 

12.4 12.7 13.4 12.0 13.0 12.5

 

则平均值 12.7X μg/kg 

根据贝塞尔公式可知其标准偏差为:  

1

( )

0.5002
( 1)




 



n

i
i

X

X X

S
n n

 

由重复性引入的相对标准不确定度为:  

1( ) 0.0161
6

 

XS

u f
X

 

3.3.5  校准曲线拟合过程引入的不确定度 

校准曲线中各点浓度值是将标准溶液加入空白基质

样品中与未知样品同时处理和检测得到, 所以, 校准曲线

拟合过程引入的不确定度还需考虑前处理操作过程引入的

不确定度, 用于绘制标准曲线的标准浓度有 7 个, 根据

3.3.3结果可知, 前处理操作过程引入的不确定度合成为:  

2 37 ( ) 1.42 10 u c  

由实验得到的校准曲线方程为: Y=-16785+10785X, 

相关系数 r2=0.9999, 则有 a=-16785, b=10785。 

2

2

1

1 1 ( )
( )

( )



  


A

rel n

i
i

S X x
u curve

bx p n
x x

 

2

1

2


  





n

'
i i

i
A

y y

S
n

 

式中: X——样品测量的平均值, X=25.316 ng; 

p—— 样品测量的次数, 日常检测中, p=2;  
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表 4  拟合曲线相关值  
Table 4  Related values of fitted curve 

校准点设定值(ng) 0 4 20 40 80 200 400 

yi 191 36012 208054 407487 812265 2136441 4305820 

xi 1.57 4.90 20.85 39.34 76.87 199.65 400.80 

yi’ -16785 26355 198915 414615 846015 2140215 4297215 

 
n——测量校准曲线浓度点, n=7;  

x —— 不 同 校 准 标 准 含 量 的 平 均 值 ,   

1

n

i
i

x

x
n

=106.28 ng;  

xi—— 标准溶液中某一校准点的值, ng;  

yi—— 仪器各点的响应值;  

yi’——拟合曲线计算的响应值。 

拟合曲线的相关值见表 4。 

将 上 述 各 值 代 入 公 式 , 得 到 : SA=18671.49, 

urel(curve)=0.0136。所以, 由定量校准标准溶液配制及曲

线拟合引入的不确定度为:  

2 2 2 2 3
2( ) ( ) 7 ( ) ( ) 2.08 10    relu f u P u c u curve  

3.3.6  液质联用仪器校准引入的不确定度 

根据仪器校准证书给出的定量允差 u=5%, 按矩形

分布考虑, 则仪器校准引入的相对不确定度为:  

3
0.05

( ) 0.0289
3

 u f  

3.4  标准不确定度的合成与扩展 

表 5中列出了不确定度各分量及其相对不确定度的

平方值。综合各分量, 可得到合成标准不确定度为:  

2 2 2 2 2
1 2 3

( )
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 0.0582     

u X
u f u f u f u m u c

X
 

( ) 0.0582 12.7 0.739  u X  

扩展不确定度 U取置信概率为 95%, 包含因子 k=2, 

则南美白对虾中 T-2毒素的扩展不确定度为:  

( ) 1.5  U k u X μg/kg 

 
表 5  主要不确定度分量及其平方值  

Table 5  Major components and square values of relative 
uncertainty 

不确定度来源  符号  相对不确定度的平方值  

样品称样  m 8.35×10-6 

样品前处理  c 2.03×10-4 

定量标准  f2 2.08×10-3 

重复性  f1 2.59×10-4 

仪器校准  f3 8.35×10-4 

3.5  T-2 毒素测量结果及不确定度报告 

试样中 T-2毒素的测量结果为: X=(12.7±1.5) μg/kg, 

k=2。 

4  讨  论 

由表 5可知, 本方法不确定度来源中相对贡献最大的

为定量标准引入的不确定度, 占相对不确定度分量总和的

42.3%, 由于标准溶液定量校准过程涉及标准溶液的配制、

样品处理及曲线拟合, 其中, 样品前处理过程体积引入的

不确定度又是三者中贡献最大的, 占比为 51.6%, 所以, 无

论是未知样品还是用于曲线拟合的加标样品的处理, 分析

人员在实验前处理操作过程中移液器的选用、环境温度的

控制和相应操作的规范上都应该相应谨慎, 以确保检测结

果更接近真实值。本方法中校准曲线的绘制采用空白基质

匹配法, 即标准溶液加入到空白基质中与未知样品同时处

理检测, 用其检测结果拟合曲线校正未知样品中目标物含

量。这一方法的应用可不用另行考虑回收率引入的不确定

度, 因校准曲线的绘制过程已将回收率考虑在内, 样品中

毒素的含量计算也可省去回收率影响因子的校正。此方法

可使日常检测中外标定量法更接近真实值。本方法的不确

定度评估亦可为采用空白基质匹配法的现行相关检测方法
[15,16]出具不确定度数据提供参考。 
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